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“Nosso único patrimônio que realmente faz diferença é o conhecimento.” 





O aumento da radiação UVB que atinge a superfície terrestre está 
associado à redução da camada de ozônio. A radiação UVB pode 
penetrar em ambientes aquáticos e atingir adultos, larvas e embriões que 
nele habitam. Macrobrachium olfersi é um camarão de água doce que 
vive e se reproduz em águas rasas e transparentes, e seus ovos estão 
expostos à radiação durante os estágios do desenvolvimento. O objetivo 
deste estudo foi investigar se a radiação UVB induz danos no DNA e 
compromete o ciclo celular em embriões de M. olfersi. Assim, foi 
simulada a irradiação UVB (310 mW/cm
2
) recebida pelos embriões 
durante a época de reprodução. Embriões em estágio pós-naupliar inicial 
(E5) foram irradiados com lâmpada UVB 6W por 30 minutos. Após, os 
embriões foram mantidos por: (i) uma hora no escuro, (ii) dois dias sob 
fotoperíodo natural ou (iii) dois dias no escuro. Embriões não irradiados 
foram utilizados como controle. Danos no DNA, especificamente 
dímeros de pirimidina, foram observados uma hora após a irradiação, os 
quais foram similares aos embriões do grupo irradiado-escuro. No 
entanto, os embriões irradiados que foram mantidos em fotoperíodo 
natural tiveram diminuição significativa dos dímeros de pirimidina. 
Além disso, foi observada a diminuição da proliferação de células 
embrionárias nos grupos irradiados. Não foi observada superexpressão 
das proteínas p21 e p53. Embriões irradiados com UVB mostraram 
superexpressão do antígeno PCNA. Observou-se também que nos 
embriões irradiados aumentou a ocorrência da apoptose. Este estudo 
mostrou que a UVB altera a proliferação celular em embriões, que pode 
comprometer os eventos de morfogênese e organogênese. No entanto, os 
resultados indicam que os embriões M. olfersi foram capazes de reparar 
danos no DNA quando mantidos em condição de luz visível. 
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The increase of UVB radiation that reaches the Earth surface of the is 
associated with the reduction of the ozone layer. UVB radiation can 
penetrate in clear shallow aquatic environments and therefore 
compromise adults, larvae and embryos. Macrobrachium olfersi is a 
prawn that lives and reproduces in transparent shallow Waters, and their 
eggs are exposed to radiation during developmental stages. The aim of 
this study was to investigate whether UVB radiation induces DNA 
damage and compromises cell cycle in embryos of M. olfersi. Thus, it 
was simulated the natural UVB irradiance (310 mW/cm
2
) that embryos 
received during the breeding season. Embryos at early post-naupliar 
stage (E5) were irradiated using a UVB lamp 6W for 30 minutes. After, 
the embryos were kept for: (i) one hour in the dark, (ii) two days under 
natural photoperiod or (iii) two days in the dark. Non-irradiated embryos 
were used as controls. DNA damage, specifically pyrimidine dimers, 
was observed one hour after irradiation, which are similar to embryos of 
the irradiated dark group. However, irradiated embryos kept in natural 
photoperiod had a significant decrease of pyrimidine dimers. In 
addition, was observed a decrease of proliferation of embryonic cells in 
the irradiated groups. No overexpression was observed in p21 and p53 
proteins. UVB irradiated embryos the overexpressed the antigen PCNA. 
It was also observed that irradiated embryos showed a increased 
occurrence of apoptosis. This study indicates that the UVB changes the 
cell proliferation of embryos, and may compromise the subsequent 
morphogenesis and organogenesis events. However, the results indicate 
that M. olfersi embryos were able to repair DNA damage, when exposed 
to visible light. 
 
Keywords: ultraviolet radiation; embryo; proliferation; pyrimidine 
dimer; repair; Macrobrachium olfersi. 
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1.1 RADIAÇÃO ULTRAVIOLETA 
A radiação ultravioleta (UV) é classificada de acordo com seus 
efeitos fotobiológicos e comprimento de onda em: ultravioleta-A (UVA-
I, 400 - 340nm; UVA-II, 340 - 315nm), ultravioleta-B (UVB, 315 - 
280nm) e ultravioleta-C (UVC, 280 - 100nm) (DIFFEY, 1980, 1991, 
2002). Dentre os efeitos da radiação UV, destacam-se os de importância 
biológica para diversos processos naturais. A radiação UVA fornece 
energia luminosa para a fotossíntese e atua na ativação da enzima 
fotoliase, envolvida em mecanismos de fotorreparo celular (PAUL; 
GWYNN-JONES, 2003; DONG et al., 2007;  HÄDER et al., 2007); a 
radiação UVB contribui para a orientação visual de espécies de aves, 
peixes e de artrópodes (LAND; NILSSON, 2002), sendo necessária 
também para a síntese de vitamina D3 em humanos (WEBB; HOLICK, 
1988; BANDEIRA et al., 2006; GODAR et al., 2012; DIFFEY, 2013).  
Além dos efeitos benéficos aos ecossistemas e organismos, a 
radiação UV pode desencadear reações adversas, dependendo da dose 
recebida. A radiação UVA pode causar queimaduras de pele (eritema), 
envelhecimento precoce e catarata (GALLAGHER; LEE, 2006); a 
radiação UVB além de causar eritema, pode também causar supressão 
do sistema imunológico e, principalmente, induzir a danos no DNA, que 
levam ao câncer de pele (CADET et al., 2005; BERTAGNOLLI et al., 
2007; MAHMOUD et al., 2008; MONTAGNER; COSTA, 2009; 
BEHRENDT et al., 2010; NASSER, 2010; DUPONT et al., 2013); já a 
radiação UVC é conhecida por sua ação esterilizante e mutagênica 
(KIRCHHOFF et al., 2000). 
Na superfície terrestre, a incidência de radiação UV é 
controlada pela camada de ozônio estratosférico, a qual é composta pelo 
gás ozônio (O3) formado por um átomo livre de oxigênio (O) e uma 
molécula de oxigênio (O2). Nesta camada ocorre uma dinâmica 
constante de dissociação e formação do ozônio, que é dependente da 
energia da radiação UV para a quebra ou restabelecimento das ligações 






Figura 1. Representação da dinâmica de dissociação e formação da 
molécula de ozônio. Destaque para as reações fotoquímicas mediadas pela 
energia da radiação UV. Fonte: Adaptado de Walter (2013). 
Por ser a mais energética, a radiação UVC é praticamente toda 
absorvida na camada de ozônio, pois transfere a sua energia para as 
reações de dissociação e formação do ozônio, enquanto que a radiação 
UVA, que possui menos energia, atravessa a camada de ozônio 
atingindo a superfície terrestre. Parte da energia da radiação UVB que 
não é utilizada nas reações fotoquímicas de dissociação e formação do 
ozônio, atravessa a camada de ozônio e também atinge a superfície 
terrestre (KIRCHHOFF et al., 2000; VERNET, 2006). Desta forma, a 
camada de ozônio atua no controle da radiação que chega à superfície 
(KARENTZ, 2008), de modo que a proporção de UVA nos ambientes 
terrestres é de aproximadamente 90% a 95%, enquanto que a UVB é de 
e 5% a 10% (BROZYNA et al., 2007; D'ORAZIO et al., 2013). 
Estudos realizados na década de 1970 demonstraram que 
compostos bromofluorocarbonos (BFC) e clorofluorocarbonos (CFC) 
também são dissociados pela radiação UV na estratosfera, liberando, 
moléculas de bromo, flúor e cloro. Por sua vez, estas moléculas se ligam 
ao O e O2, provenientes das reações fotoquímicas do ozônio, originando 
novas moléculas, em detrimento da molécula de O3 (Figura 2), 
comprometendo assim a formação da camada de ozônio (CRUTZEN, 
1974; MOLINA; ROWLAND, 1974). Desde então, tem-se registrado 
nos últimos 40 anos, uma diminuição do ozônio estratosférico, em 
decorrência da emissão na atmosfera de CFC e BFC pela ação humana 
(BRASSEUR et al., 1985; CICERONE, 1987; MAHMOUD et al., 2009; 














Figura 2. Representação da dissociação de composto CFC e formação de 
novos compostos químicos mediados pela radiação UV. Destaque para o 
comprometimento da formação da molécula de ozônio.  C, carbono; CFC, 
clorofluorocarbono; Cl, cloro; F, flúor; O, oxigênio; O3, ozônio. Fonte: 
Adaptado de State University of New York (2013).  
Além dessas alterações na camada de ozônio, foi descoberta na 
década de 1980 a existência do chamado buraco de ozônio antártico, o 
qual foi caracterizado pela significativa redução da camada de ozônio, 
devido à sua localização geográfica (FARMAN et al., 1985). Isso ocorre 
porque algumas regiões do planeta apresentam maiores concentrações 
de compostos químicos, que participam de reações que tornam a camada 
de ozônio rarefeita (MEADOR et al., 2002). Estudos sobre a redução da 
camada de ozônio apontam que essa rarefação pode estender-se para 
latitudes mais baixas, atingindo a região Sul do Brasil (KIRCHHOFF et 
al., 1996, 2000). 
Alterações na camada de ozônio estão associadas ao aumento 
da intensidade dos comprimentos de onda mais curtos da radiação UVB 










































para a maioria dos organismos (KIRCHHOFF et al., 2000; DAHMS; 
LEE, 2010). Os estudos sobre os efeitos da radiação UVB mostram que 
as espécies apresentam sensibilidade diferenciada, o que se reflete em 
variados padrões de efeitos nocivos induzidos por esta radiação 
(BANCROFT et al., 2007; CAMPANALE et al., 2011; KIM et al., 
2011). 
A radiação UVB pode penetrar nos ambientes aquáticos, 
dependo da profundidade e da transparência da coluna d’água (HÄDER 
et al., 1998; 2007; ALTSHULER et al., 2011). Muitos organismos 
aquáticos amenizam os efeitos da radiação UVB por possuírem cascas 
ou conchas. Porém, os ovos e as larvas normalmente não disponibilizam 
desses mecanismos de defesa, ficando assim expostos à radiação 
(CYWINSKA et al., 2000), já que muitas espécies depositam seus ovos 
em regiões de águas rasas e claras, onde a radiação pode penetrar com a 
mesma intensidade que chega à superfície (BANCROFT et al., 2007; 
DAHMS; LEE, 2010).  
1.2 OS EFEITOS DA RADIAÇÃO UVB NOS ORGANISMOS 
AQUÁTICOS 
Nos animais aquáticos vertebrados e invertebrados, a radiação 
UVB pode comprometer, além dos adultos, os embriões e larvas, 
alterando o ritmo do desenvolvimento embrionário, diminuindo as taxas 
de eclosão e de sobrevivência larval (DONG et al., 2007; DAHMS; 
LEE, 2010; FUKUNISHI et al., 2012; NAZARI et al., 2013).  
Dentre os invertebrados aquáticos, destacam-se os trabalhos 
com ouriços do mar, os quais demonstraram que a radiação UVB 
induziu o surgimento de alterações morfológicas e fisiológicas em 
embriões e larvas, além de danos ao DNA e estresse celular (LESSER et 
al., 2003; NAHON et al., 2009; CAMPANALE et al., 2011). Em 
moluscos também houve aumento na mortalidade e atraso no 
desenvolvimento embrionário e larval de gastrópodes de costões 
rochosos expostos à radiação UVB (PRZESLAWSKI, 2005; 
PRZESLAWSKI et al., 2005). 
 Em embriões de camarão de água doce, a radiação induziu o 
aparecimento de alterações morfológicas e uma diminuição na 
proliferação celular (NAZARI et al., 2010). Já em estudos realizados 
com larvas de microcrustáceos, a radiação UVB reduziu a mobilidade e 




e, em alguns casos, ocorreu elevada mortalidade (CYWINSKA et al., 
2000; MORESINO et. al., 2011).  
A radiação UVB age diretamente nas células dos organismos 
expostos. No citoplasma, esta radiação induz a formação de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) que promovem a peroxidação lipídica, 
responsável por gerar alterações na permeabilidade das membranas 
celulares (GOUVEIA et al., 2005; FRANCO et al., 2009). No núcleo 
celular, o principal e mais nocivo dano causado pela radiação UVB é o 
dano ao DNA, através da formação de dímeros de pirimidina 
ciclobutano e da formação de 6-4 fotoprodutos (SANCAR, 2003; 
GROFF et al., 2010; YANG, 2011). Os dímeros de pirimidina (Figura 3) 
correspondem a cerca de 80-90% dos danos e caracterizam-se pela 
formação de ligações covalentes entre carbono-carbono de pirimidinas 
adjacentes, que comprometem os mecanismos de transcrição e 
replicação (ESSEN; KLAR, 2006). Já os 6-4 fotoprodutos que 
correspondem a 10-20% dos danos, são formados pela ligação entre o  
carbono 6 de uma timina e o carbono 4 da timina adjacente 
(MITCHELL; FERNANDEZ, 2011). 
 
 
Figura 3. Representação da formação de dímeros de pirimidina decorrente 
da exposição à radiação UVB. Fonte: Modificado de Lagerwerf et al. (2011). 
Radiação UVB 




1.3 REPARO CELULAR  
Nos casos de danos ao DNA, são conhecidas diferentes vias de 
reparo, conforme o agente causador e o tipo de dano causado. Os danos 
induzidos pela radiação UV são geralmente reparados pelos mecanismos 
de excisão de nucleotídeos (NER, do inglês, nucleotide excision repair) 
e por fotorreativação (PER, do inglês, photoreactivation or 
photoenzymatic repair) (ISELY et al., 2009; DIDERICH et al., 2011). 
O reparo por NER consiste na remoção da parte danificada da 
fita de DNA a partir do reconhecimento da lesão, por meio das 
endonucleases, promovendo abertura da dupla hélice e a incisão das 
extremidades próximas a lesão. Ocorre então a ressíntese da fita pela 
enzima DNA polimerase e em seguida a excisão da fita antiga pela 
enzima exonuclease e o reparo do DNA (Figura 4A) (BANASZAK, 
2003; VERMEULEN, 2011; LAGERWERF et al., 2011; KIENZLER et 
al., 2013). 
O reparo por PER é catalisado pela enzima fotoliase, uma 
proteína monomérica constituída de 454 a 614 aminoácidos, contendo 
dois cromóforos ligados de forma não covalente, e que apresenta alta 
afinidade pelas regiões do DNA com formação de dímeros de pirimidina 
(Figura 4B). Este mecanismo de reparo é dependente de luz visível 
(400- 500 nm) e/ou radiação UVA (315 - 400 nm), para que a fotoliase 
reverta a estrutura dimérica originada no DNA à sua forma original 
(THOMA, 1999; FRIEDBERG, 2003; SANCAR, 2003; GROFF et al., 
2010). 
A função principal da fotoliase é atuar no sistema de reparo do 
DNA, após o dano causado pela radiação UVB (SANCAR, 1994; 
THOMPSON; SANCAR, 2002; BLAUSTEIN; BELDEN, 2003; 
HÄDER; SINHA, 2005; ESSEN; KLAR, 2006; KIENZLER et al., 
2013). A ocorrência de reparo celular aos danos no DNA por meio da 
fotoliase não foi identificada em mamíferos placentários (SINHA; 
HÄDER, 2002). Contudo, este mecanismo de reparo é observado em 
algumas espécies de invertebrados, como ouriço do mar e insetos e em 
espécies de vertebrados, como anfíbios e peixes (TODO et al., 1996; 









Figura 4. Representação esquemática dos tipos de reparo aos danos 
causados no DNA pela radiação UV. (A) Reparo por excisão de nucleotídeo. 
(B) Fotorreparo mediado pela enzima fotoliase. Fonte de (A): Modificado de 
Banaszak (2003); de (B): Modificado de University of Texas at El Paso (2013). 
Reconhecimento do dano pela endonuclease
Reparo por Excisão de Nucleotídeo
Incisão da endonuclease














Os danos ao DNA podem apresentar efeitos imediatos sobre a 
funcionalidade das células, bem como manifestar consequências a longo 
prazo. Quando não reparados, esses danos podem induzir alterações 
permanentes, como acontece no caso das mutações. Além disso, danos 
ao DNA não reparados podem desencadear outras alterações celulares, 
como as interferências nos processos de transcrição e replicação. Tais 
danos podem desencadear cascatas de eventos que levam aos atrasos e à 
parada no ciclo celular, alterações na diferenciação e indução à apoptose 
(HÄDER et al., 2003; LO  et al., 2005; DAHMS; LEE, 2010; GROFF et 
al., 2010). Assim, o acúmulo de danos no DNA podem ter efeitos 
negativos sobre a fisiologia, morfologia e sobrevivência dos organismos 
(SANCAR, 1996; BOER; HOEIJMAKERS, 2000; DIDERICH et al., 
2011). 
Inicialmente, os danos no DNA são reconhecidos por proteínas 
que atuam no sistema de checagem do ciclo celular. Durante esse 
reconhecimento, ocorre uma parada no ciclo celular e, após o 
reconhecimento, ou são ativados os sistemas de reparo ou a célula é 
induzida a apoptose (PIETENPOL; STEWART, 2002). Ao atrasar à 
progressão do ciclo celular, proporciona-se mais tempo para que ocorra 
o reparo do DNA (KAUFMANN; PAULES, 1996; PEI; STRAUSS, 
2013). A proteína p53 é conhecida por desempenhar um papel chave na 
progressão do ciclo e na apoptose, após o estresse celular (PIETENPOL; 
STEWART, 2002). O acúmulo dessa proteína no núcleo da célula inibe 
o ciclo mitótico no início da fase G1 e ativa a transcrição de genes de 
reparo do DNA, impedindo desta forma a propagação do erro. Se o 
processo de reparo ao dano não for eficiente, p53 pode desencadear o 
processo de apoptose (PEI; STRAUSS, 2013). 
A apoptose é responsável durante o desenvolvimento 
embrionário pela remoção de células, essencial na formação de tecidos e 
órgãos (KERR et al., 1972; FADEEL; ORRENIUS, 2005; KIM, 2005; 
SCHLEICH; LAVRIK, 2013). As alterações morfológicas típicas 
durante a apoptose incluem a degradação de componentes celulares, a 
fragmentação do DNA e formação de corpos apoptóticos (HAIL et al., 
2006). Diferentes condições celulares podem desencadear a apoptose, 
como danos no DNA e níveis aumentados de ERO, que por sua vez 
podem ser induzidos por fatores exógenos, como os agentes 
quimioterápicos e a radiação UV (KIECHLE; ZHANG, 2002; 
GRIVICICH et al., 2007; FRANCO et al., 2009; SUZANNE; 




1.4 MODELO BIOLÓGICO DE ESTUDO 
Em particular, dentre os invertebrados que desenvolvem seus 
ovos em ambientes de águas claras e rasas estão os camarões de água 
doce, conhecidos popularmente como pitus, e pertencentes aos gêneros 
Macrobrachium, Palaemon e Palaemonetes (BUCKUP; BOND-
BUCKUP, 1999). Estes gêneros tem ampla distribuição geográfica, 
principalmente nas regiões tropicais e subtropicais (HOLTHUIS, 1980) 
e, no Brasil, uma das espécies mais representativas é Macrobrachium 
olfersi, que habita ambientes de pouca profundidade (DUGGER; 
DOBKIN, 1975; MOSSOLIN; BUENO, 2002; MELO; BROSSI-
GARCIA, 2005). Na Ilha de Santa Catarina, M. olfersi é a espécie de 
camarão de água doce mais frequente e é encontrada com certa 
abundância nas margens rasas da Lagoa do Peri (MÜLLER et al., 1999; 
AMMAR et al., 2001). M. olfersi desempenha importante papel 
ecológico, pois é detritívoro e participa da cadeia alimentar de peixes e 
aves aquáticas, atuando também na reciclagem de energia dos ambientes 
de água doce.  
De um modo geral, M. olfersi é uma espécie bastante adequada 
a estudos em laboratório, pois é de fácil captura e apresenta boa 
adaptabilidade a ambientes artificiais. Além disso, as fêmeas dessa 
espécie possuem uma câmara incubadora externa onde alojam seus ovos 
até a eclosão. Durante a incubação dos ovos as fêmeas são denominadas 
fêmeas ovígeras. (MÜLLER; PRAZERES, 1992; NAZARI et al., 2003).  
 O desenvolvimento embrionário de M. olfersi, em condições de 
temperatura de 24ºC (± 1) tem duração de 14 dias (SIMÕES-COSTA et 
al., 2005). Os ovos desta espécie são ricos em vitelo, o que determina a 
clivagem meroblástica superficial. Neste modelo, de clivagem, as 
células embrionárias arranjam-se na periferia do ovo, mantendo essa 
posição nos estágios subsequentes, permitindo assim a visualização 
direta das mudanças morfológicas no embrião ao longo dos estágios do 
desenvolvimento (MÜLLER et al., 2003; SIMÕES-COSTA et al., 
2005). 
Estudos realizados no Laboratório de Reprodução e 
Desenvolvimento Animal BEG/UFSC demonstraram pela primeira vez 
em embriões de M. olfersi, que a radiação UVB provoca danos celulares 
(NAZARI et al., 2010, 2013). Contudo, os mecanismos de reparo celular 
aos danos causados pela radiação UVB nesta espécie permanecem 
desconhecidos. Embora nas últimas décadas tenham se intensificado os 




literatura os estudos que abordam especificamente os efeitos destas 
radiações em embriões de espécies aquáticas. Além disso, os trabalhos 
enfocam principalmente os danos da radiação UVB sobre a mortalidade 
e taxa de eclosão dos embriões, sendo poucas as informações sobre os 
mecanismos celulares comprometidos pela radiação UV.  
Considerando que as espécies apresentam sensibilidade 
diferenciada à radiação UV, faz-se necessário ampliar o número de 
espécies aquáticas investigadas, uma vez que os estudos são realizados 
principalmente com equinodermas, peixes e anfíbios. Acrescenta-se 
ainda o fato destes estudos serem realizados com larvas, juvenis e 
adultos. Desta forma, pouco se conhece a respeito dos efeitos da 
radiação UVB sobre os mecanismos celulares inerentes ao 
desenvolvimento embrionário. Sendo assim, a hipótese apresentada 
neste trabalho é a de que a radiação UVB altere a estrutura do DNA, 
induzindo a formação de dímeros de pirimidina e por consequência 
interfira no ciclo celular dos embriões de camarão de água doce da 
espécie M. olfersi. Além disso, será verificada a possibilidade de reparo 
aos danos no DNA em condições de luz visível e de escuro durante o 







Caracterizar os efeitos da radiação UVB sobre as células 
embrionárias de camarão de água doce da espécie M. olfersi, 
especificamente sobre a ocorrência de danos ao DNA e sua interferência 
no ciclo celular. Propõe-se ainda investigar, em condições de luz visível 
e de escuro, se os embriões apresentam mecanismos de reparo celular 
aos danos induzidos pela radiação UVB.  
 
2.2 ESPECÍFICOS 
-  Avaliar as características morfológicas externas dos embriões 
de M. olfersi irradiados com UVB e submetidos às condições de luz 
visível e escuro; 
- Verificar a ocorrência de danos nucleares induzidos pela 
radiação UVB através da formação de dímeros de pirimidina e da 
expressão de proteínas de checagem do ciclo celular;  
- Avaliar se a radiação UVB interfere no processo de 
proliferação celular durante a morfogênese e organogênese inicial; 
-  Investigar se ocorre reparo aos danos nas células de embriões 
de M. olfersi mantidos em condição de luz visível ou de escuro, após a 










3.1 COLETA DOS EXEMPLARES 
 
Exemplares adultos dos camarões de água doce M. olfersi foram 
coletados no Parque Municipal da Lagoa do Peri, Ilha de Santa Catarina, 
Brasil e transportados em aquários portáteis para o laboratório de 
Reprodução e Desenvolvimento Animal CCB/UFSC. A aclimatação foi 
realizada por um período de 7 dias, em aquários de 60 L com aeração 
constante, em condição de fotoperíodo natural, temperatura de 24ºC 
(±1). Diariamente os camarões foram alimentados com ração para 
organismos aquáticos (Alcon Bottom Fish®). Após o período de 
aclimatação, os camarões foram mantidos na proporção de 1 macho : 3 
fêmeas, para viabilizar a realização de cópula e a obtenção de fêmeas 
ovígeras. Os procedimentos de coleta e manutenção dos camarões em 
laboratório de pesquisa, adotados neste trabalho, foram aprovados pelo 
IBAMA (Autorização Permanente nº 15294-1/2008), além do que, todo 
esforço foi feito para minimizar o desconforto dos animais. 
 
3.2 ESTAGIAMENTO DOS OVOS 
 
Amostras de ovos (n  10 ovos/fêmea/grupo) foram utilizadas 
para o reconhecimento das características morfológicas externas dos 
embriões e para o estagiamento dos mesmos ao estereomicroscópio 
(Olympus SHZ 10, 35 a 70X) (SIMÕES-COSTA et al., 2005). Neste 
trabalho foi adotado o estagiamento por dia embrionário (E), que 
corresponde a cada intervalo de 24 horas de desenvolvimento. Para tal, 
foram consideradas como características morfológicas externas 















Figura 5. Características morfológicas externas observadas em M. olfersi. 
Presença dos blastômeros (A), organização da área blastoporal (B), organização 
do disco germinativo (C), formação dos lobos ópticos, das antênulas, antenas e 
mandíbulas presentes no nauplius (D) e no pós-nauplius embrionizados          
(E, F e G). Área blastoporal (ab), antênulas (al), apêndices naupliares (an),     
apêndices pós-naupliares (ap), antenas (at), blastômeros (b), estomodeu (es), 
lobo óptico (lo), mandíbula (m), papila caudal (pc), vitelo (v). Barra de escala = 
0,1 mm. Fonte: Modificado de SIMÕES-COSTA et al. (2005). 
3.3 DELINEAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS  
 
Para a composição dos grupos experimentais, foram 
selecionadas fêmeas ovígeras com ovos em E5, que correspondem a 
embriões em processos iniciais de morfogênese e organogênese 
(MÜLLER  et al., 2003). As fêmeas ovígeras foram divididas em quatro 














Quadro 1. Descrição dos grupos experimentais nos quais foram submetidas 





























(n = 18 
fêmeas) 
Permanência 
por 2 dias no 
escuro 
Controle na 
ausência da luz 
visível 
Irradiado-
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(n = 15 
fêmeas) 
Permanência 







reparo celular na 




(n = 6 
fêmeas) 
E5 - E7 
UVB 
30 minutos 






*A condição de fotoperíodo natural corresponde a exposição dos aquários 




3.4 PROCEDIMENTOS DE IRRADIAÇÃO 
 
As fêmeas foram transferidas para aquário de 30 L equipado 
com lâmpada UVB de 6 W de potência (Vilber Lourmat) e com fundo 
desprovido de abrigo (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Câmara de irradiação com aquário equipado com lâmpada de 
UVB (seta). 
O período de exposição à radiação (30 minutos) foi baseado no 
trabalho de Miguel et al. (2002), que utilizou como modelo animal 
caranguejos adultos da espécie Ucides cordatus. A incidência da 
radiação no fundo do aquário foi medida com radiômetro International 
Light IL1400A, sendo a irradiância obtida de 310 mW/cm
2
. A 
irradiância de UVB utilizada em laboratório simulou, de acordo com 
Nazari et al. (2010), a irradiância natural a qual às fêmeas estão expostas 
durante a estação reprodutiva de M. olfersi na Ilha de Santa Catarina, 
que corresponde aos meses de verão (MÜLLER et al., 1999; AMMAR 
et al., 2001). Os efeitos da radiação UVB foram investigados nos 
embriões provenientes de cada grupo experimental, através de análises 
macromorfológicas dos embriões ao estereomicroscópio e de análises 
micromorfológicas em microscopia de luz, bem como através de 
análises em citometria de fluxo. 
 
3.5 ESTAGIAMENTO DOS EMBRIÕES 
 
Decorrido o período pós-irradiação, realizou-se novo 




item 3.2 para verificar se o estágio embrionário esperado para o dia da 
análise correspondia ao estágio efetivamente observado (Figura 7).  
 
Figura 7. Embriões de M. olfersi em E5 (idade de irradiação, A) e em E7 
(idade de análise, B). LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Barra de 
escala = 0,1 mm. 
3.6 ANÁLISES MICROMORFOLÓGICAS DOS EMBRIÕES 
 
Diferentes técnicas de fixação foram testadas neste trabalho 
(Apêndice 1), sendo descrita abaixo a mais adequada para a preservação 
da integridade dos tecidos embrionários. 
3.6.1 Fixação e inclusão dos ovos 
Os ovos em E7 foram fixados em solução PEM-FA (pH 6,9) 
(tampão PIPES 0,1M + EGTA 2,0 mM + MgSO4 1,0 mM + formaldeído 
3,7%) (SCHOLTZ et al., 1994) por 30  minutos à temperatura ambiente. 
Após a fixação, os ovos foram mantidos em tampão fosfato salino (PBS, 
do inglês phosphate buffered saline) (Na2HPO4 + NaH2PO4 + H2O 
destilada) 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Em seguida, os ovos foram submetidos a 
banhos em solução crioprotetora de sacarose a 5% e 15% por 3 horas a 
4°C e em solução de sacarose a 30% por 24 horas a 4°C. A inclusão dos 
ovos foi realizada com meio comercial Tissue Tek® a -25°C e os cortes 
seriados obtidos em micrótomo criostato Leica CM 1850 UV, na 
espessura de 6µm. Os cortes foram montados em lâminas tratadas com 
poli-L-lisina, sendo que em cada lâmina havia cortes dos grupos 
controles e irradiados (Figura 8), proporcionando as mesmas condições 






Figura 8. Representação da distribuição dos cortes seriados de embriões de 
M. olfersi nas lâminas submetidas às técnicas de microscopia. 
Após a montagem, as lâminas foram mantidas a 4°C para 
preservação dos cortes. Parte das lâminas foi destinada às análises por 
imuno-histoquímica e a outra parte para as análises pelo método de 
TUNEL. Para controle histológico e verificação da integridade dos 
tecidos e células, realizou-se coloração com Hematoxilina-Eosina (HE). 
3.6.2 Marcações celulares por imuno-histoquímica 
As lâminas foram lavadas em banhos de água corrente por 3 
vezes à temperatura ambiente para a remoção do meio de montagem. 
Em seguida, os cortes foram tratados com H2O2: metanol 100% (1:2) 
por 10 minutos para a inativação das peroxidases endógenas. Os cortes 
foram permeabilizados em PBS (NaCl + KCl + Na2HPO4 + KH2PO4 + 
H2O destilada) 0,1M, pH 7,4  + Triton® X-100 a 0,3% por 30 minutos e 
tratados com soro fetal bovino (BSA, do inglês bovine fetal serum) a 5% 
por 45 minutos para a inativação dos sítios inespecíficos. Em seguida, os 
cortes foram incubados com anticorpos primários (Quadro 2) em câmara 
úmida à 4°C durante a noite. Após, os cortes foram lavados com PBS + 
Triton® X-100 a 0,3% e em seguida incubados com anticorpos 
secundários (Quadro 3) durante 3 horas à temperatura ambiente. Logo 
após, foram tratados com avidina-peroxidase por 45 minutos. A 
revelação colorimétrica foi realizada com solução de PBS + DAB® 




água destilada. Posteriormente, os cortes foram desidratados em série 
crescente de etanol e diafanizados em dois banhos em xilol. As lâminas 
foram montadas com meio Entellan®. Os controles negativos da reação 
por imuno-histoquímica foram realizados da mesma forma, suprimindo-
se apenas a incubação com o anticorpo primário, o qual foi substituído 
por PBS 0,1 M. 
Quadro 2. Lista dos anticorpos primários utilizados para as técnicas de 














































































Quadro 3. Lista dos anticorpos secundários utilizados para as técnicas de 










Anti-coelho Alexa Fluor® 568 
(Molecular Probes) 
cabra --- 1:1000 
Anti-camundongo Alexa Fluor® 488 
(Molecular Probes) 
cabra --- 1:1000 
Anti-coelho 
biotinilado conjugado à peroxidase 
(Sigma) 
cabra 1:200 --- 
Anti-camundongo 
biotinilado conjugado à peroxidase 
(Sigma) 
coelho 1:200 --- 
Anti-coelho conjugado à peroxidase 
(Sigma) 
cabra 1:600 --- 
 
3.6.3 Identificação de células apoptóticas pelo método de TUNEL 
Para esta análise utilizou-se os reagentes do kit TdT FragELTM 
DNA Fragmentation Detection kit (Calbiochem), seguindo-se as 
recomendações do fabricante. Foram realizadas padronizações no 
protocolo, como segue: os cortes foram submetidos a 3 banhos de água 
corrente para a remoção do meio de montagem Tissue Tek®. Em 
seguida, os cortes foram lavados com tampão Tris-salino (TBS, do 
inglês Tris buffered saline) 0,1 M, pH 7,4. Os cortes foram 
permeabilizados com proteinase K diluída em tampão Tris 10 mM, pH 
8,0 (1:500), lavados com TBS 20 mM e em seguida, lavados com 
metanol : peróxido (9:1) para o bloqueio das peroxidases endógenas. Na 
sequência destes procedimentos, os cortes foram preparados para a 
incubação com a enzima de marcação do TUNEL a 37ºC, tratados com 
DAB® (3,3’diaminobenzidina), contracorados com verde de metila, 
sendo as lâminas montadas com Entelan®. Para os controles negativos 
foram seguidos os mesmos procedimentos, suprimindo-se a adição da 





3.7 ANÁLISES CELULARES POR CITOMETRIA DE FLUXO  
 
Os ovos em E7 foram fixados em solução de paraformaldeído a 
1% por 18h a 4°C. Após a fixação, os ovos foram lavados por 3 vezes de 
5 minutos em tampão PBS sem adição de cálcio e magnésio (NaCl + 
KCl + Na2HPO4 + KH2PO4 + H2O destilada), 10 mM, pH 7,8. Os ovos 
foram homogeneizados por trituração com PBS + Tween®-20 e as 
células dissociadas com tripsina (Quimis) por 15 minutos à temperatura 
ambiente. Após, as células foram lavadas com BSA a 10% por 45 
minutos para o bloqueio dos sítios inespecíficos e centrifugadas (640 X 
g) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Após a centrifugação, o 
sedimento e o vitelo foram desprezados, utilizando-se somente a fração 
intermediária com as células em suspensão. Amostras de células foram 
separadas em alíquotas de 1 mL contendo aproximadamente 0,5×10
6
 
células. As células foram incubadas com os mesmos anticorpos 
primários descritos no Quadro 2, durante 60 minutos à temperatura 
ambiente. Posteriormente, as células foram incubadas com anticorpos 
secundários fluorescentes (Quadro 3) por 45 minutos à 4ºC protegidas 
da luz. A análise das marcações celulares foi realizada no citômetro de 
fluxo (FACSCanto II). Para verificação de dímeros de timina foi 
adotado o mesmo protocolo, exceto pelo fixador, sendo utilizado 
metanol PA por 8 minutos ao abrigo de luz. As análises por citometria 
de fluxo foram realizadas com base em 10.000 eventos celulares. 
 
3.8 ANÁLISE QUANTITATIVA DOS RESULTADOS 
 
A quantificação das células marcadas por imuno-histoquímica 
colorimétrica e submetidas à técnica de TUNEL foi realizada através do 
método estereológico utilizando-se a gratícula de Weibel (FREERE; 
WEIBEL, 1967). As análises de citometria de fluxo foram feitas pelo 
programa Flowing Software versão 2.5. Os resultados quantitativos 
referentes às marcações celulares, bem como das análises por citometria 
foram avaliados no programa estatístico Statistica® versão 6.0 para 
Windows. Para verificar a existência de diferenças significativas entre as 
médias dos grupos experimentais foi utilizado o teste de análise de 
variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey. Os 










4.1 ANÁLISE DA MORFOLOGIA EXTERNA DOS EMBRIÕES 
IN VIVO 
 
Amostras de ovos das fêmeas dos grupos controle e irradiado 
foram analisadas ao estereomicroscópio mostrando que após a irradiação 
com 310 mW/cm², os embriões de M. olfersi apresentaram alterações 
morfológicas, relacionadas principalmente à perda da transparência dos 
embriões (Figura 9). Este tipo de alteração foi observada em 4,10% dos 
embriões do grupo irradiado-claro; 13% nos embriões do grupo 
irradiado e mantido no escuro e em 1,3% e 1% dos embriões dos grupos 
controle-claro e escuro, respectivamente.   
 
 
Figura 9. Embriões de M. olfersi em E7, destacando alterações na 
transparência das células embrionárias após a irradiação com UVB. (A) 
Embrião controle; (B) embrião irradiado. Asteriscos indicam a opacidade das 
células embrionárias. C, cromatóforos; LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, 
vitelo. Barra de escala = 100 µm.  
A análise dos embriões irradiados, após 2 dias de permanência 
em condição de luz visível ou escuro, demonstrou que nas condições 
experimentais adotadas neste trabalho não houve alteração no ritmo de 
desenvolvimento dos embriões. Ou seja, o estágio do desenvolvimento 






4.2 ANÁLISE DA FORMAÇÃO DE DÍMEROS DE PIRIMIDINA  
 
Considerando o efeito da radiação UVB sobre o DNA, 
procedeu-se a análise da formação dímeros de pirimidina (timina - 
timina e timina - citosina) pela técnica de citometria de fluxo. A Figura 
10 representa o perfil geral da população de células embrionárias 
consideradas viáveis para as marcações celulares por citometria de 
fluxo. Para a verificação da integridade celular, as amostras células 
foram coradas previamente com iodeto de propídeo. A partir de então 
foi determinada a população alvo (P.a) com base nos parâmetros de  
tamanho versus complexidade.  
O Quadro 4 apresenta  os marcadores celulares utilizados, o 
número de eventos selecionados em cada amostra (10.000 cada 
repetição), o números de eventos na P.a, bem como o número de células 
marcadas na P.a.  
 
Quadro 4. Relação de marcadores utilizados na citometria de fluxo e 


































Controle-claro 30.000 3.452 53 
Controle-escuro 30.000 3.299 54 
Irradiado-claro 30.000 3.228 37 
Irradiado-escuro 30.000 3.542 144 








 Controle 30.000 25.538 12.939 










Controle 30.000 27.729 141 








 Controle 30.000 17.974 683 





Nos embriões irradiados com UVB observou-se a formação de 
dímeros de pirimidina (Figura 11), demonstrando o efeito direto desta 
radiação sobre o DNA das células de embriões de M. olfersi. Os 
embriões irradiados e analisados depois de uma hora apresentaram cerca 
de 4,83% (±0,27) de células positivas ao anticorpo anti-dímeros de 
pirimidina, o que representa diretamente a formação de dímeros no 
DNA. De forma similar, embriões irradiados e mantidos no escuro 
apresentaram cerca de 4,09% (±0,88) de dímeros. Já os embriões do 
grupo irradiado-claro apresentaram 1,62% (± 0,41) de dímeros diferindo 
significativamente dos dois grupos acima descritos. Os embriões dos 
grupos controle-claro e controle-escuro apresentaram 1,45% (±0,33) e 
1,78% (± 0,21), respectivamente. 
 
 
Figura 10.  Perfil de distribuição celular nas análises por citometria de 
fluxo das amostras obtidas de embriões de M. olfersi em E7. (A) 
Representação total das células/fragmentos da amostra obtida por maceração, 
mostrando a região das células de interesse denominada população alvo (P.a). 
(B) Histograma da população alvo, baseado no critério de integridade celular 
utilizando iodeto de propídeo versus tamanho celular (H-1). (C) Dot plot 
demonstrando a autofluorescência e as células marcadas com iodeto de propídeo 
na região (R-2) da população alvo. (D) Histograma da amostra “branco” para 
eliminação da autofluorescência celular da região selecionada, baseado no 
comprimento de onda 488 nm versus tamanho. (E) Dot plot demonstrando a 










Figura 11.  Análise por citometria de fluxo da formação de dímeros de 
pirimidina em amostras de embriões de M. olfersi em E7. (A, C, E, G e I) 
Histogramas representando o número de células positivas para o anticorpo anti-
dímeros de pirimidina na região H-1. (B, D, F, H e J) Dot plot para melhor 
visualização do número de células marcadas na região R-2. (A e B) Controle-
claro; (C e D) Irradiado-claro; (E e F) Controle-escuro; (G e H) Irradiado-
escuro; (I e J) Irradiado-imediato. (K) Síntese das porcentagens de células 




experimentais. Dados apresentados em média (± erro padrão). Asteriscos 
indicam diferença significativa entre as médias dos grupos (* P ≤ 0,001) (** P ≤ 
0,0001), analisada através de ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey. n 
 9.000 ovos/grupo, em três experimentos independentes. 
Considerando que os grupos experimentais apresentados no 
Quadro 1 foram estabelecidos principalmente para o reconhecimento da 
ocorrência de danos ao DNA e da possibilidade do seu reparo em 
condições de claro e escuro, as análises a seguir serão apresentadas 
agrupando-se os dados dos grupos controle e dos grupos irradiados.  
 
4.3 ANÁLISE DA PROLIFERAÇÃO CELULAR 
 
Para a quantificação do número de células em proliferação nos 
embriões, realizada a técnica de imuno-histoquímica foi utilizado o 
anticorpo PHH3. Os embriões do grupo controle apresentaram 
densidade média de células em proliferação (NA) igual a 40,03 mm
2
 
(±2,36) (Figura 12 A, B e E), a qual diferiu significativamente dos 
embriões do grupo irradiado, cujo NA foi 32,08 mm
2
 (±1,44) (P ≤ 0,05) 
(Figura 12 C, D e E). É importante salientar que a proliferação celular 
ocorreu em todas as regiões do embrião, não podendo ser identificados 
sítios específicos de proliferação. As marcações foram observadas desde 
a região anterior, lobo óptico (LO), até a região posterior, que 





Figura 12. Imunomarcação para proliferação celular utilizando anticorpo 
anti-fosfohistona H3 em embriões de M. olfersi em E7. (A) Vista sagital do 
embrião do grupo controle e (B) detalhe de A. (C) Vista sagital do embrião do 
grupo irradiado com UVB e (D) detalhe de C. Inserto em D corresponde ao 
controle negativo da reação por imuno-histoquímica. (E) Gráfico demonstra a 
densidade (NA) de células positivas para fosfohistona H3. Cabeça de seta indica 
célula imunorreativa. LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Dados 
apresentados em média (± erro padrão). Asterisco indica diferença significativa 
entre os grupos (P ≤ 0,05), analisada através de ANOVA de uma via, seguida do 
teste de Tukey. n  90 embriões por grupo. Barras de escala: (A e C) = 200 µm; 




4.4 ANÁLISE DO CICLO CELULAR 
 
Os embriões do grupo controle apresentaram maior expressão 
da proteína p21, sendo o NA para as células marcadas por imuno-
histoquímica igual a 118,41 mm
2 
(± 4,74) (Figura 13 A, B e E), o qual 
não diferiu estatisticamente dos embriões irradiados com UVB, cujo NA 
foi de 105,42 mm
2
 (±4,63) (Figura 13 C, D e E). Contudo, quando a 
expressão de p21 foi avaliada pela técnica de citometria de fluxo, não 
foram observadas diferenças significativas para as médias de células 
positivas para o anticorpo anti-p21, entre os grupos controle (43,37% 
±4,67) e irradiado com UVB (50,96% ±3,00) (Figura 14).  
Nos embriões do grupo controle, a expressão de PCNA foi 
quantificada pela densidade de células positivas (NA) que foi igual a 
93,20mm
2
 (±3,81), valor muito semelhante ao encontrado nos embriões 
irradiados com UVB, cujo NA foi de 93,20 mm
2
 (±3,65) (Figura 15). É 
importante observar que a expressão desta proteína ocorreu em todas as 
regiões do embrião, não sendo reconhecidas regiões específicas de 
marcação. Contudo, quando a expressão de PCNA foi avaliada pela 
técnica de citometria de fluxo, observou-se no grupo controle uma 
expressão significativamente menor desta proteína (0,24% ±0,03), 










Figura 13. Imunomarcação para identificação da expressão da proteína 
p21 em embriões de M. olfersi em E7. (A) Vista sagital do embrião do grupo 
controle e (B) detalhe de A. (C) Vista sagital do embrião do grupo irradiado 
com UVB e (D) detalhe de C. Inserto em D corresponde ao controle negativo da 
reação por imuno-histoquímica. (E) Gráfico demonstra a densidade (NA) de 
células positivas para o anticorpo anti-p21. Cabeça de seta indica célula 
imunorreativa. LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Dados 
apresentados em média (± erro padrão). Analisada através de ANOVA de uma 
via, seguida do teste de Tukey. n  90 embriões por grupo. Barras de escala: (A 





Figura 14. Análise por citometria de fluxo da expressão da proteína p21 em 
amostras de embriões de M. olfersi em E7. (A) Representação total das 
células/fragmentos da amostra obtida por maceração, mostrando a região das 
células de interesse denominada população alvo (P.a). (B) Histograma da 
população alvo, baseado no critério de integridade celular utilizando iodeto de 
propídeo versus tamanho celular mostrando a integridade celular (H-1). (C) Dot 
plot demonstrando a autofluorescência e a células marcadas com iodeto de 
propídeo na região (R-2) da população alvo. (D e F) Histogramas representando 
o número de células positivas para o anticorpo anti-p21 na região denominada 
H-1. (E e G) Dot plot para melhor visualização do número de células marcadas 
na região denominada R-2.  (D e E) Controle; (F e G) Irradiado. (H) Síntese das 
porcentagens de células marcadas com o anticorpo anti-p21. Dados 














Figura 15. Imunomarcação para identificação da expressão da proteína 
PCNA em embriões de M. olfersi em E7. (A) Vista sagital do embrião do 
grupo controle e (B) detalhe de A. (C) Vista sagital do embrião do grupo 
irradiado com UVB e (D)  detalhe de C. Inserto em D corresponde ao controle 
negativo da reação por imuno-histoquímica. (E) Gráfico demonstra a densidade 
(NA) de células positivas para o anticorpo anti-PCNA. Cabeça de seta indica 
célula imunorreativa. LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Dados 
apresentados em média (± erro padrão). n  90 embriões por grupo. Barras de 





Figura 16. Análise por citometria de fluxo da expressão da proteína PCNA 
em amostras de embriões de M. olfersi em E7. (A) Representação total das 
células/fragmentos da amostra obtida por maceração, mostrando a região das 
células de interesse denominada população alvo (P.a). (B) Histograma da 
população alvo, baseado no critério de integridade celular utilizando iodeto de 
propídeo versus tamanho celular mostrando a integridade celular (H-1). C) Dot 
plot demonstrando a autofluorescência e a células marcadas com iodeto de 
propídeo na região (R-2) da população alvo. (D e F) Histogramas representando 
o número de células positivas para o anticorpo anti-PCNA na região 
denominada H-1. (E e G) Dot plot para melhor visualização do número de 
células marcadas na região denominada R-2. (D e E) Controle; (F e G) 
Irradiado. (H) Síntese das porcentagens de células marcadas com o anticorpo 
anti-PCNA. Dados apresentados em média (± erro padrão). Asterisco indica a 
diferença significativa entre as médias dos grupos (P ≤ 0,001), analisada através 
de ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey. n  9.000 ovos/grupo, em 












Os embriões do grupo controle apresentaram menor expressão 
da proteína p53, sendo o NA para as células marcadas por imuno-
histoquímica igual a 92,43 mm
2
 (±3,7) (Figura 17 A, B e E), o qual 
diferiu significativamente dos embriões irradiados com UVB, cujo NA 
foi de 122,23  mm
2
 (±4,58) (P ≤ 0,05) (Figura 17 C, D e E). É 
importante salientar que a expressão de p53 foi identificada em todas as 
regiões do embrião, não podendo ser reconhecidos sítios específicos de 
proliferação. Contudo, quando a expressão de p53 foi avaliada pela 
técnica de citometria de fluxo, não foram observadas diferenças 
significativas para as médias de células positivas para o anticorpo anti-
p53, entre os grupos controle, 3,64% (±0,42) e irradiado com UVB, 
3,61% (±0,63) (Figura 18). 
 
4.5 ANÁLISE DA MORTE CELULAR 
 
Pelo método de TUNEL foram observados núcleos marcados 
nos embriões irradiados comprovando a fragmentação do DNA 
associada ao processo apoptótico. No grupo controle o NA de células 
marcadas foi de 11,45mm
2
 (±4,76) (Figura 19 A, B e E), já no grupo 
irradiado o NA observado foi significativamente maior 48,12 mm
2
 
(±7,49) (Figura 19 C, D e E) (P ≤ 0,0001). As marcações foram 







Figura 17. Imunomarcação para identificação da expressão da proteína 
p53 em embriões de M. olfersi em E7. (A) Vista sagital do embrião do grupo 
controle e (B) detalhe de A. (C) Vista sagital do embrião do grupo irradiado 
com UVB e (D) detalhe de C. Inserto em D corresponde ao controle negativo da 
reação por imuno-histoquímica. (E) Gráfico demonstra a densidade (NA) de 
células positivas para o anticorpo anti-p53. Cabeça de seta indica célula 
imunorreativa. LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Dados 
apresentados em média (± erro padrão). Asterisco indica diferença significativa 
entre os grupos (P ≤ 0,05), analisada através de ANOVA de uma via, seguida do 
teste de Tukey. n  90 embriões por grupo. Barras de escala: (A e C) = 200 µm; 





Figura 18.  Análise por citometria de fluxo da expressão da proteína p53 
em amostras de embriões de M. olfersi em E7. (A) Representação total das 
células/fragmentos da amostra obtida por maceração, mostrando a região das 
células de interesse denominada população alvo (P.a). (B) Histograma da 
população alvo, baseado no critério de integridade celular utilizando iodeto de 
propídeo versus tamanho celular mostrando a integridade celular (H-1). C) Dot 
plot demonstrando a autofluorescência e a células marcadas com iodeto de 
propídeo na região (R-2) da população alvo. (D e F) Histogramas representando 
o número de células positivas para o anticorpo anti-p53 na região denominada 
H-1. (E e G) Dot plot para melhor visualização do número de células marcadas 
na região denominada R-2. (D e E) Controle; (F e G) Irradiado. (H) Síntese das 
porcentagens de células marcadas com o anticorpo anti-p53. Dados 














Figura 19. Análise da ocorrência em embriões de M. olfersi em E7 de 
células apoptóticas marcadas pelo método de TUNEL. (A) Vista sagital do 
embrião do grupo controle e (B) detalhe de A. (C) Vista sagital do embrião do 
grupo irradiado com UVB e (D) detalhe de C. Inserto em D corresponde ao 
controle negativo da reação por imuno-histoquímica. (E) Gráfico demonstra a 
densidade (NA) de células marcadas. Cabeça de seta indica célula em apoptose. 
LO, lobo óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Dados apresentados em média (± 
erro padrão). Asterisco indica diferença significativa entre os grupos (P ≤ 
0,0001), analisada através de ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey. n 





O Quadro 5 demonstra uma síntese das intensidades das 
marcações celulares realizadas no presente estudo e a Figura 20 
representa os diversos efeitos celulares decorrentes da exposição de 
embriões de M. olfersi à radiação UVB. 
 






PCNA p21 p53 PHH3 TUNEL 
Irradiado-imediato +++ * * * 
Irradiado-claro + 
++ + + -- +++ 
Irradiado-escuro +++ 
Controle-claro + 
+ + + +++ + 
Controle-escuro + 
Símbolos indicam intensidade das marcações: reduzida (--), fraca (+), moderada 





Figura 20. Síntese dos efeitos da radiação UVB em embriões de M. olfersi. 
A radiação UVB atinge diretamente o DNA das células embrionárias,  
induzindo a formação de dímeros de pirimidina e o aumento na expressão da 
proteína PCNA. A presença de dímeros pode interferir no ciclo celular, 
reduzindo a proliferação e aumentando a apoptose, o que pode resultar em 
alterações morfológicas. Em condição de escuro, os embriões de M. olfersi 
apresentaram quantidade de dímeros similar a quantidade observada logo após o 
insulto da radiação. Quando os embriões irradiados permaneciam em condição 




















No presente trabalho foram investigados os efeitos da radiação 
UVB sobre os embriões M. olfersi em E7. A principal meta foi 
reconhecer se os embriões de camarão de água doce, os quais estão 
expostos na natureza a intensidades elevadas de radiação UV, 
apresentam alterações induzidas pela radiação UVB e ainda, se um 
sistema de reparo aos danos no DNA é ativado pela luz visível. 
A liberação de compostos CFCs e BFCs na atmosfera, 
resultante da atividade humana, promove a rarefação do ozônio 
estratosférico, pois compromete a formação do gás ozônio. Uma vez 
rarefeita, a camada de ozônio deixa de atuar no controle da incidência da 
radiação, facilitando a passagem da radiação UVB para a superfície 
terrestre. Essa maior intensidade de energia da radiação UV que atinge a 
superfície penetra nos ambientes aquáticos e provoca efeitos nocivos 
nos organismos expostos (CRUTZEN, 1974; DIFFEY, 1991; 
KIRCHHOFF et al., 1996; KARENTZ, 2008; SHANKLIN, 2010). 
Desde a década de 1970, com a publicação dos trabalhos de 
Molina e Rowland (1974) e Crutzen (1974), muitos estudos têm sido 
realizados, principalmente com tecidos humanos (CADET et al., 2005; 
GALLAGHER; LEE, 2006; BERTAGNOLLI et al., 2007; MAHMOUD 
et al. 2008; MONTAGNER; COSTA, 2009; BEHRENDT et al., 2010; 
NASSER, 2010; DUPONT et al., 2013). Mais recentemente, no final da 
década de 1990, os estudos foram ampliados para outros grupos 
animais, dentre os quais destacamos os organismos aquáticos, como 
ouriço do mar (LESSER et al., 2003; NAHON et al., 2009; 
CAMPANALE et al., 2011), gastrópodes (PRZESLAWSKI et al., 
2005), crustáceos (CYWINSKA et al., 2000; VARGAS et al.,2010; 
MORESINO et al., 2011), peixes (CHARRON et al., 2000; LESSER et 
al., 2001; DONG et al., 2007; JOKINEN et al., 2011) e anfíbios 
(BLAUSTEIN et al., 1997; BELDEN et al., 2000; HAKKINEN et al., 
2001; ANKLEY et al., 2002; BLAUSTEIN; BELDEN, 2003). 
Na Ilha de Santa Catarina, as fêmeas ovígeras de M. olfersi 
habitam ambientes de águas claras e de pouca profundidade, onde a 
radiação UVB penetra com facilidade e, por consequência, seus 
embriões também estão expostos a esta radiação. Considerando a 
hipótese de que embriões são mais sensíveis do que as larvas e adultos 
(EPEL et al., 1999; BANCROFT et al., 2007), faz-se necessário ampliar 
os trabalhos que abordam os efeitos dessa radiação, pois a maioria dos 




sobre os adultos (MIGUEL et al., 2002, 2007; GOUVEIA et al., 2005; 
YU et al., 2009; VARGAS et al., 2010). Sendo assim, simulamos em 
laboratório, a irradiância de radiação UVB que os camarões de M. 
olfersi recebem normalmente na natureza durante a estação reprodutiva 
(NAZARI et al., 2010; 2013). 
A análise da morfologia externa dos embriões demonstrou que a 
radiação UVB, na incidência de 310 mW/cm
2
, alterou principalmente a 
transparência das células embrionárias, tornando-as opacas. É 
importante salientar que os embriões irradiados que permaneceram em 
condições de escuro apresentaram maior opacidade celular do que os 
embriões que foram mantidos em condição de luz visível. Esta foi a 
primeira evidência em nosso trabalho, da existência de um mecanismo 
de reparo mediado por luz, pois os embriões mantidos em fotoperíodo 
natural apresentaram uma menor opacidade celular.  
A ocorrência de fotorreparo aos danos causados pela radiação 
UVB tem sido investigada em embriões e larvas de anfíbios, peixes e 
crustáceos. Smith et al. (2002) investigaram a existência da enzima 
fotoliase em embriões de diversas espécies de anfíbios (Rana sylvatica, 
Rana pipiens, Rana clamitans, Ambystoma laterale, Ambystoma 
maculatum) constatando a ocorrência de fotorreparo aos danos 
induzidos pela radiação UVB. Dong et al. (2007) relataram em seu 
trabalho que embriões de peixe da espécie Danio rerio irradiados com 
UVB apresentavam alterações morfológicas e que, após a exposição à 
radiação UVA, recuperavam a morfologia normal. Em larvas de 
copépodes, Calanus sinicus a radiação UVB provocou alterações 
morfológicas e diminuição nas taxas de eclosão e quando expostos à 
radiação UVA e luz visível esses danos foram minimizados 
(NAGANUMA et al., 1997). Estudos com o microcrustáceo Daphnia 
pulicaria demonstraram que quando expostos à radiação UVB diminuía 
a taxa de sobrevivência destes invertebrados. Após a exposição à 
radiação UVA e luz visível, as taxas de sobrevivência destes indivíduos 
aumentaram (WILLIAMSON et al., 2002; MACFADYEN et al., 2004; 
CONNELLY et al., 2009).  
De um modo geral, os estudos relatam a ocorrência de múltiplas 
alterações morfológicas decorrentes da exposição à radiação UVB. 
Contudo, verificou-se principalmente a opacidade das células, sem 
reconhecer alterações estruturais mais severas. Nazari et al. (2010) 
relatam que embriões de M. olfersi irradiados com UVB apresentaram, 
além de opacidade celular, outras alterações relacionadas ao formato do 
olho e dos apêndices corporais. Certamente essas alterações só puderam 




desenvolvimento. Como no presente trabalho estudamos embriões em 
E7, cujas estruturas embrionárias encontram-se ainda em formação e 
não estão totalmente estruturadas, torna-se difícil reconhecer alterações 
estruturais específicas. Por outro lado, esta idade embrionária foi 
escolhida justamente porque os embriões encontram-se em processo de 
morfogênese e organogênese ainda iniciais, sendo formados por poucas 
camadas de células, o que contribui para a realização das análises 
micromorfológicas propostas. 
As alterações morfológicas observadas no presente trabalho 
indicam que a irradiância de UVB utilizada também interfere de algum 
modo nos mecanismos celulares dos embriões de M. olfersi. Assim, 
investigamos a formação de dímeros de pirimidina e constatamos o 
efeito direto da radiação UVB sobre o DNA das células embrionárias. 
Verificamos, ainda, que a formação de dímeros no DNA de M. olfersi 
foi identificada imediatamente após a irradiação com UVB, indicando 
tanto a gravidade do insulto, como a vulnerabilidade das células 
embrionárias. Considerando que o fotorreparo é um mecanismo comum 
a muitos invertebrados, nossa expectativa era de que este mecanismo 
também fosse ativado nos embriões de M. olfersi. Contudo, a literatura é 
muito escassa no que diz respeito a registros de fotorreparo em 
crustáceos (NAGANUMA et al., 1997; MACFADYEN et al., 2004).   
 Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os 
embriões do grupo irradiado-escuro mantiveram grande quantidade de 
dímeros em relação aos outros grupos, sendo a porcentagem semelhante 
ao grupo irradiado-imediato. Isso revela que os embriões que ficaram 
em condições de fotoperíodo natural tiveram uma redução considerável 
no volume de dímeros, aproximando-se ao encontrado no grupo 
controle-claro. Esses dados comprovam a hipótese de que os embriões 
de M. olfersi possuem capacidade de reparo celular, quando expostos à 
condições de luz visível.   
A formação de dímeros de pirimidina, que é classicamente 
referida como dano específico da radiação UVB (GOODSELL, 2001), 
também foi reconhecida em outros grupos animais. Elevada taxa de 
formação de dímeros de pirimidina, após a exposição à radiação UVB, 
foi verificada em embriões de ouriço do mar (LESSER et al., 2003; 
LESSER; BARRY, 2003), em crustáceos (MACFADYEN et al., 2004; 
CONNELLY et al., 2009), em embriões de peixe (ZENG et al., 2009; 
VEHNIÄINEN et al., 2012) e em larvas de anfíbios (PANDELOVA et 
al., 2006). 
Em resposta à formação de dímeros de pirimidina, mecanismos 




atrasados ou até mesmo interrompidos, conforme a extensão do dano. 
Uma maquinaria celular é ativada, primeiramente para o 
reconhecimento do dano e posteriormente para o seu reparo (RIVA et 
al., 2001; PIETENPOL; STEWART, 2002; ESSERS et al., 2005). 
Sendo assim, é esperada uma parada no ciclo celular até que as divisões 
possam prosseguir, uma vez que tenha ocorrido o reparo. Assim, 
proteínas envolvidas na checagem do ciclo celular são recrutadas e têm 
sua expressão aumentada (KAUFMANN, 1996; LESSER et al., 2001; 
2003; ADAMS et al., 2012). Neste estudo investigamos os efeitos da 
radiação UVB sobre a proliferação celular e ainda, a expressão de três 
proteínas de checagem do ciclo celular.  
Quando verificada a taxa de proliferação destas células 
embrionárias, constatou-se uma redução significativa do número de 
células em proliferação, o que está de acordo com o esperado. Os 
resultados para proliferação celular foram obtidos a partir das 
combinações dos embriões dos grupos controle-claro e controle-escuro,  
que passaram a constituir um único grupo controle e também dos 
embriões dos grupos irradiado-claro e irradiado-escuro, que passaram a 
constituir um único grupo, denominado grupo irradiado. Tal 
procedimento foi adotado, pois a separação de claro e escuro foi 
utilizada somente para o reconhecimento de reparo dos dímeros de 
pirimidina mediado por luz. Poucos são os trabalhos que abordam o 
efeito da radiação UVB na proliferação celular em organismos 
aquáticos, o que dificulta a comparação dos nossos dados com a 
literatura. Contudo, consideramos relevante estudar esse mecanismo 
celular, que é crucial para o desenvolvimento durante os processos de 
morfogênese e organogênese. 
  É importante ressaltar que no desenvolvimento, as divisões 
celulares são muito rápidas (NINOV et al., 2009), o que pode 
comprometer o reconhecimento de eventuais danos e promover a 
perpetuação dos mesmos nas células filhas. Sendo assim, interferências 
na proliferação celular pode ser prejudicial tanto morfologicamente, 
quanto fisiologicamente podendo inclusive comprometer a 
sobrevivência dos organismos afetados. 
Em resposta à radiação UV, é esperado que as células 
superexpressem proteínas envolvidas no mecanismo de checagem do 
ciclo celular (KAUFMANN, 1996; ADAMS et al., 2012). Assim, no 
presente trabalho investigamos a expressão das proteínas p21, p53 e 
PCNA. Interessantemente, nossos resultados mostram que a expressão 
de p21 não demonstrou diferenças significativas entre os grupos 




para o reparo celular anteriormente, ao tempo de análise de 2 dias. 
Possivelmente se tivéssemos diminuído o tempo pós-irradiação para as 
análises, poderíamos encontrar uma maior expressão da proteína p21, 
como observado em células humanas por Mirzayans et al. (2012) nas 
quais os picos de expressão de p21 foram em 6 horas após a irradiação. 
Em continuidade ao estudo da expressão das proteínas, 
investigamos a p53, a qual esta envolvida tanto em mecanismos de 
checagem de ciclo, quanto em eventos de diferenciação celular e 
apoptose (PIETENPOL; STEWART, 2002; BELYI et al., 2010). Neste 
trabalho os resultados obtidos nas análises de citometria, bem como os 
da imuno-histoquímica não foram os mesmos, já que a para as análises 
de imuno-histoquímica foi observada maior expressão de p53 nos 
embriões. Quando realizada a citometria de fluxo não foi observada 
diferença na quantidade de células expressando esta proteína. Isso 
porque, quando realizamos imuno-histoquímica obtemos uma resposta a 
partir da análise de uma determinada região dos embriões. Já na técnica 
de citometria de fluxo, a expressão é verificada com todas as células dos 
embriões, e não somente a visualização de uma fração do corpo. As duas 
técnicas são válidas, porém cada uma reflete um padrão de análise, um 
regional como no caso da imuno-histoquímica e outro um panorama 
geral de todas as células dos embriões. Levando em consideração o 
padrão total de expressão de p53 nas células embrionárias, podemos 
sugerir que não ocorreu uma superexpressão de p53 em E7, dois dias 
depois da irradiação. Segundo Choi e Donehower (1999), a 
superexpressão de p53 durante o desenvolvimento embrionário não é 
benéfica, pois pode levar ao aumento de malformações e letalidade 
embrionária, embora o observado em outros trabalhos tenha sido a 
superexpressão da proteína p53, após o insulto com UVB (RENZING et 
al., 1996; CHOI; DONEHOWER, 1999; LESSER et al., 2001, 2003).  
A proteína PCNA é considerada fundamental para a replicação 
e reparo do DNA (CELIS; MADSEN, 1986; ESSERS et al., 2005). 
Neste sentido, buscamos investigar a expressão desta proteína 
relacionada ao reparo celular após a irradiação com UVB. Quando 
observada a expressão da proteína PCNA nos embriões E7 pela técnica 
de imuno-histoquímica, não foi observada a diferença na expressão de 
PCNA entre os grupos controle e irradiado. Curiosamente, através da 
técnica de citometria de fluxo, e obtendo um panorama total das células 
embrionárias, observamos um significativo aumento da expressão de 
PCNA nos embriões do grupo irradiado, o que sugere que após a 
irradiação com UVB essa proteína é aumentada na tentativa de reparo 




ocorreu em locais que apresentam danos no DNA. Por essa razão PCNA 
vem a servir como indicativo de dano ao DNA.  
Na tentativa de reduzir o número de células alteradas pela 
radiação UVB que não tiveram reparo eficiente, as células podem 
desencadear o processo de apoptose (EPEL, 2003; DAHMS; LEE, 
2010). A apoptose neste caso é ativada para evitar que os danos 
provocados na célula não sejam passados adiante. Em nosso estudo foi 
possível observar o aumento de células em apoptose no grupo irradiado 
com UVB.  
Tendo em vista o panorama acima descrito, pode-se constatar 
que a exposição aos comprimentos de onda mais curtos da radiação 
UVB, resultam em danos principalmente ao DNA, bem como alterações 
nas taxas de proliferação e expressão de proteínas envolvidas no ciclo 
celular, que podem vir a desencadear o processo de apoptose nas células 
de embriões de M. olfersi. Por consequência, esses comprometimentos 
causados pela radiação UVB podem comprometer a viabilidade e 
sobrevivência embrionárias. Extrapolando-se para o que ocorre na 
natureza, pode-se sugerir que elevados índices de radiação UVB, aos 
quais os animais estão expostos durante a estação reprodutiva, podem 











6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Embriões de M. olfersi mostraram-se adequados para os estudos 
sobre os efeitos da radiação UVB em ambientes artificiais; 
A radiação UVB induz alterações morfológicas nos embriões de 
M. olfersi, provocando principalmente opacidade das células 
embrionárias; 
A radiação UVB atinge diretamente o DNA das células de 
embriões de M. olfersi, provocando a formação de dímeros de 
pirimidina; 
Os embriões de M. olfersi quando expostos à luz visível 
apresentam diminuição na quantidade de dímeros de pirimidina 
formados pela ação da radiação UVB; 
A radiação UVB, interfere na proliferação celular de embriões 
durante a morfogênese e organogênese iniciais;  
A expressão da proteína PCNA foi aumentada nos embriões do 
grupo irradiado; 
A superexpressão das proteínas p21 e p53 não foi observada nos 
embriões E7 dois dias após a irradiação com UVB analisadas por 
citometria de fluxo; 
Os embriões irradiados com UVB tiveram aumento no número 




Ampliar a investigação acerca dos danos celulares induzidos 
pela radiação em embriões de M. olfersi como por exemplo a formação 
de espécies reativas de oxigênio; 
Ampliar a investigação dos mecanismos de defesas celulares de 
embriões através da expressão de Hsp70 e de moléculas do sistema 
antioxidante; 
Levar em consideração a janela de expressão das proteínas 
investigadas bem como o tempo pós-irradiação e idades embrionárias;  
Realizar ensaios para a clonagem do gene da fotoliase, a partir 
de sequências homólogas de outros animais já descritos no GenBank;  
Diversificar o uso de metodologias como por exemplo: ensaios 
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APÊNDICE A – Padronização da fixação dos ovos  
Para a confecção de cortes no criostato, os ovos foram 
submetidos a três procedimentos de fixação, os quais foram precedidos 
ou não da etapa de descorionização dos ovos com hipoclorito de sódio a 
5%, por 5 minutos.  
 
- fixação com solução de heptano-FA 
 
Os ovos foram fixados em solução de heptano-FA (tampão PBS 
10 mM, pH 7,4 + EGTA 0,05 mM + formaldeído a 37% + heptano PA) 
por 10 minutos em agitação e  lavados por 30 segundos com metanol 
PA, e após preservados em etanol 100%  a 4°C. 
 
- fixação com paraformaldeído  
 
Os ovos foram fixados em solução de paraformaldeído a 4% por 
diferentes tempos (6, 8, 12, 20 e 24 horas) à temperatura ambiente. Após 
a fixação, os ovos foram preservados em PBS 1M a 4°C. O tempo 
adequado para a fixação com paraformaldeído foi 20 horas.  
 
- fixação com solução PEM-FA 
 
Os ovos retirados das fêmeas foram imediatamente fixados em 
solução PEM-FA (tampão PIPES 0,1M (pH 6,9) + EGTA 2,0 mM + 
MgSO4 1,0 mM + formaldeído 3,7%) (SCHOLTZ et al., 1994) por 
diferentes tempos (15, 30 e 45 minutos) à temperatura ambiente. Após, 
os ovos foram mantidos em tampão PBS 1M, pH 7,4  a 4°C. O tempo 
adequado para a fixação com este fixador foi de 30 minutos, mantendo a 
integridade do tecido/células após o corte. 
 
